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　The silica cell walls of diatoms, which exhibit species-spe-
cific micro- and nano- patterned structures are promising 
candidates for applications in nanotechnology. Previous 
studies revealed a number of silica cell wall-associated 
proteins involved in silica formation. However, molecular 
biological analyses toward understanding of diatom cell wall 
formation have been mostly limited to model diatom species 
and general silica formation process in diatoms is still 
incompletely understood. In this study, to gain a compre-
hensive insight into diatom silica biomineralization, tran-
scriptome data of three diatom species, Nitzschia palea, 
Achnanthes kuwaitensis and Pseudoleyanella lunata, were 
newly developed. The reads obtained from RNA sequencing 
were assembled into 31,946, 60,767 and 38,314 unique 
transcripts for N. palea, A. kuwaitensis and P. lunata, 
respectively. In order to identify the diatom-specific genes, 
three transcriptome data sets developed in this study and 
the protein-coding gene sets of five genome-sequenced 
diatoms were compared. The proteins shared only by eight 
diatom species that are predicted to possess an endoplasmic 
reticulum (ER)-targeting signal peptide were selected for 
further analyses. These include proteins showing homology 
to silicanin-1, a recently reported diatom-specific protein 
involved in silica formation, as well as a number of SET 
domain proteins. The SET domain proteins might be novel 
diatom-specific family of methyltransferases that may reg-
ulate the function of silica formation related proteins or long 
chain polyamines. The genes encoding the diatom-specific 
SET domain proteins identified in this study, which were 
shown to respond to silicon were suggested to be implicated 
in silica biomineralization.  



















藻 Thalassiosira pseudonana の被殻から，複数の被殻局
在タンパク質が分離同定され，その機能が調べられてい















F. solaris，T. oceanica および Fragilariopsis cylindrus の
1岡山大学農学部学術報告　Vol. 110，1-6 （2021）
Received December 9, 2020
Fig. 1  Scanning electron microscopy（SEM）image of 
Pseudoleyanella lunata cell walls.
ゲノム解読が報告された13）-17）．本研究では，珪藻間で普
遍的に保存された被殻形成関連タンパク質の同定を目的






　N. palea（NIES-487）および A. kuwaitensis（NIES-1349）
は国立環境研究所の微生物系統保存施設より入手した．
P. lunata は福井県立大学の中村憲章氏より提供を受けた． 
N. palea は CSi 培地を用いて，A. kuwaitensis および P. 
lunata は f/2 培地を用いて，20˚C，15 µmol photons m-2s-1
の光照射条件下で培養を行った．
RNA 抽出および RNA シーケンス解析
　藻体のトータル RNA の抽出は，acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chloroform extraction（AGPC）法に
基づく TRI Reagent（Molecular Research Center）を用
いて行った．対数増殖期の藻体を 9,000 g，10 分，4 ˚C で
遠心回収した後，ただちに液体窒素で凍結した．その後， 
藻体と同重量のジルコニアビーズと TRI Reagent 1 mL 
を添加し，ビーズビーターで細胞を破砕した（3,200 rpm，
30 秒）．その後の操作はキット添付のプロトコールに従っ
た．抽出した RNA をさらに RNeasy Mini Kit（Qiagen）
を用いて精製した．上記方法で得られたトータル RNA を
Agilent 2100 Bioanalyzer （Agilent Technologies）により
定量した．TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kits
（Illumina）を用いて次世代シーケンサ解析のためのライ








を取得した．3 種の珪藻，N. palea および A. kuwaitensis，
P. lunata について得られたコンティグ配列をトランス
クリプトームデータとして，遺伝子比較解析に利用した．
また，T. pseudonana および P. tricornutum, F. solaris, 
T. oceanica，F. cylindrus のゲノムから予測された遺伝


















　同定したタンパク質の遺伝子発現解析には N. palea を
用いた．N. palea の細胞を対数増殖期まで培養した後，
Si を添加しない培地（-Si 培地）で洗浄し，再度 -Si 培地
に懸濁し24時間培養を行った．その後，ケイ素を終濃度
352 µM になるように添加し，ケイ素添加前，添加後 5




ブルー法を用いた18）．抽出した RNA から LunaScript RT 
SuperMix Kit（New England Biolabs）．を用いて cDNA を
合成し，Mx3000P QPCR System（Agilent Technologies）
および Luna Universal qPCR Master Mix（New England 
BioLabs）を用いて qRT-PCR 解析を行った．各時間に







後，de novo アセンブルにより，N. palea，A. kuwaitensis, 
P. lunata について，それぞれ 31,946 個，60,767 個 および
38,314 個のユニークなコンティグ配列を取得した．それ






珪 藻 特 異 的 遺 伝 子 の 探 索 を 行 っ た．N. palea， 
A. kuwaitensis および P. lunata のトランスクリプトーム
データと F. cylindrus，T. oceanica，T. pseudonana， 
F. solaris および P. tricornutum のゲノムデータを用いて， 
BLAST を用いた相同性解析を行った．その結果，6,841
個から15,654 個の遺伝子が 8 種の珪藻間で保存されてい









以降は F. cylindrus のゲノムからスクリーニングされた
845 個の珪藻特異的遺伝子を用いた．探索の結果，845 個
のうち，73 個の遺伝子が ER シグナルペプチドをコード
していた．73 個の遺伝子を query として，既知の被殻形
成関連タンパク質に対して BLAST 解析を行ったとこ
ろ，12 個が silicanin-1 に相同性を示した（Fig. 2 B）．同




が SET ドメインを有していた（Fig. 2 B）．また，そのう







は 1 個から 4 個の SET ドメインを有していた（Fig. 3 A）． 
この珪藻（Bacillariophyceae）特異的 SET ドメインタン
パク質ファミリーを BacSET タンパク質と命名し，さら
に解析を行った．BacSET1 は SET ドメインの他に，脱
炭酸化 S-アデノシルメチオニンからアミンへアミノプ
ロピル基を転移するスペルミン/スペルミジン合成ドメ







ムデータに対して AtLSMT および ScHMT をクエリー
として相同性検索を行ったところ，高い相同性を示すタ
ンパク質が同定されたため，BacSET タンパク質は
LSMT および HMT とは別の機能を有するタンパク質
ファミリーであることが示唆された．珪藻特異的タンパ
ク質のドメイン検索の結果，SET ドメインの他にタン









Fig. 2  Comparison of transcriptomes and genomes of diatoms. （A） Categorization of the predicted protein-coding genes in transcriptome 
and genome sequences of diatoms. （B） Features of diatom-specific proteins with ER signal sequences in F. cylindrus, including 
12 proteins showing homologies with silicanin-1, 7 proteins with SET domains, 5 proteins with biased amino acid （AA） compo-
sitions, 4 proteins containing predicted long IDP regions, 2 proteins containing predicted long IDP regions and protein binding 
domains （PDZ domain and WW domain）, and 1 protein with a protein binding domain （PDZ domain）. Reprinted with permis-









地中のケイ素濃度は 352 µM から 0.2 µM まで減少した．
また，14時間後から細胞増殖が確認された．このときの
遺伝子発現パターンを Fig. 4 に示す．遺伝子発現パターン
は大きく 3 つに分けられることがわかった．silicanin-1
（Np16494），NpBacSET6（Np5036）および NpBacSET7








Fig. 4  Expression analysis of unigenes during cell wall formation in N. palea. （A） time-course of cell density and Si uptake after 
replenishment of silicate in Si-starved cultures；expression profiles of unigenes of the silicanin-1 and the SET domain proteins 
（B） during silicon uptake and cell growth. Data are presented as means±standard errors of the mean. Reprinted with permis-
sion from Nemoto, et al., Mar. Biotechnol., 22⑷：551―563，2020．Copyright 2020 Springer Nature.
Fig. 3  Analysis of Bacillariophyceae-specific SET domain （BacSET） proteins. （A） schematic of SET domain protein structures in 
diatoms；（B） representative amino acid sequence alignment of predicted SET domains in diatoms with large subunit methyl-
transferases （LSMT） and histone methyltransferases （HMT）；putative catalytic Tyr residues are indicated by red arrow 
heads. Blue and black arrow heads indicate residues reported to be involved in AdoMet and substrate lysine binding respec-
tively. A green arrow head indicates residues implicated in both（Trievel et al. 2002）. Species abbreviations：At, Arabidopsis 
thaliana；Sc, Saccharomyces cerevisiae；Fc, Fragilariopsis cylindrus；Pt, Phaeodactylum tricornutum；Fs, Fistulifera solaris；
To, Thalassiosira oceanica；Pl, Pseudoleyanella lunata；Np, Nitzschia palea；Tp, Thalassiosira pseudonana；Ak, Achnanthes 
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